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研究成果の概要：本研究でわれわれは、長期血液透析患者に発症するβ2-ミクログロブリン（β
2-m）アミロイドーシス発症の分子機構解明を目指し、リゾフォスファチジン酸など一部のリ
ゾリン脂質、各種遊離脂肪酸等、陰性荷電を有する生体界面活性分子が、生理的条件下におけ
るβ2-m アミロイド線維の試験管内伸長反応を促進することを明らかにした。また、モデル動
物の確立を目指し、ヒトβ2-m トランスジェニックマウスを作成した。 
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１．研究開始当初の背景 
 わが国では現在 20 万人以上の患者が透析
治療を受け、透析患者の多くが透析導入の十
数年後、手根管症候群、破壊性脊椎関節症な
どの全身関節症状を主症状とする透析アミ
ロイドーシスを発症する。下条らにより上記
患者に沈着したアミロイド線維の前駆蛋白
質がβ2-ミクログロブリン（β2-m）であるこ
とが明らかにされて以来、透析アミロイドー
シス発症の分子機構が、世界中の多くの研究
者により研究されてきた。研究代表者の内木
は、独自に開発した分光蛍光定量法、及び反
応速度論的実験系を駆使し、β2-m アミロイ
ド線維、アルツハイマー病βアミロイド線維、
及び AL アミロイド線維の形成を説明する重
合核依存性重合モデル、及び線維伸長の一次
反応速度論モデルを構築、アポリポ蛋白質 E
などの生体分子、及び NDGA など種々の有機
化合物が線維形成に及ぼす影響を解析して
来た。一方研究分担者の樋口らは、独自にマ
ウスアミロイドーシスモデルを開発、上記モ
デルが動物レベルでも当てはまることを明
らかにした。一般にアミロイドの組織沈着は、
前駆蛋白質が天然の立体構造を変化させな
がら重合してアミロイド線維を形成する過
程に加え、アミロイド線維の脱重合過程、さ
らには種々の生体分子が両過程に及ぼす促
進・抑制効果の総和として起こると考えられ
る。透析アミロイドの初期沈着部位が関節軟
骨、あるいは腱組織であることは、β2-m が
これらを構成する II 型コラーゲン、プロテオ
グリカンなど種々の細胞外マトリクス分子
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と特異的相互作用を起こし、線維形成に至る
ことを示唆している。この作業仮説に基づき、
既にわれわれは、(1) アポリポ蛋白質 E、ヘ
パリン、及び様々なプロテオグリカンがβ
2-m アミロイド線維に特異的に結合、線維を
安定化させ脱重合を阻害すること、(2) トリ
フルオロエタノール (TFE) を用いた中性 pH
でのβ2-m アミロイド線維伸長反応系を構築
し、ヘパリンが濃度依存性に線維伸長を促進
すること、及び (3) 生体脂質アナログのドデ
シル硫酸ナトリウム (SDS) が、臨界ミセル
濃度以下で TFE と同様の効果を発揮し、中性
pH で線維伸長を引き起こすことを明らかに
していた。 
 
２．研究の目的 
 われわれは、試験管レベルでの分子機構解
明に止まらず、透析アミロイドーシスのトラ
ンスジェニックマウスモデルを新たに開発
し、(1) β2-m からのアミロイド線維形成過
程、及びアミロイド線維のβ2-m への脱重合
過程を反応速度論的ならびに熱力学的に解
析すると共に個体レベルでも検証し、線維形
成・脱重合の統一的モデルを構築すること、
(2) これら試験管モデルとマウスモデルの両
方を駆使して種々の生体分子の線維形成・脱
重合過程への影響を解析し、透析アミロイド
ーシス発症の分子基盤、特に関節組織への特
異的沈着機構を明らかにすること、及び (3) 
線維形成・脱重合過程を修飾する有機化合物
を試験管レベルで探索すると共にモデルマ
ウスを用いて検証し、治療薬開発への糸口を
つかむこと、の三点を目指し本研究を計画し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) β2-m アミロイド線維形成を促進する生
体分子群の探索： 
①リゾリン脂質：親水基の異なる５種類のリ
ゾリン脂質について、それぞれ疎水基である
脂肪酸の炭素数が異なるものを数種類ずつ
スクリーニングした。リゾリン脂質を種々の
濃度（0～1.0 mM）で添加した中性緩衝液中
で、シードとなる断片化線維をβ2-m モノマ
ーとともにインキュベートし、チオフラビン
T を用いた分光蛍光定量法、並びに電顕観察
にてアミロイド線維伸長の有無を確認した。
また、リゾリン脂質分子の構造と線維伸長促
進効果の強さとの相関を解析した。線維伸長
促進効果が認められたリゾフォスファチジ
ン酸のうち、疎水基の脂肪酸の長さが 16 の
もの (MPPA) に関しさらに以下の実験を行
った。(a) β2-m モノマーの立体構造に及ぼ
す影響を CD スペクトル測定により調べた。
(b) MPPAを含む中性緩衝液中でβ2-mアミロ
イド線維をインキュベートし、脱重合抑制効
果を調べた。(c) MPPA による線維伸長反応系
において、線維伸長初速度のシード線維濃度
ならびにβ2-m モノマー濃度に対する依存性
を解析した。(d) シードを含まない中性緩衝
液中で、β2-m モノマーを MPPA 存在下に長
期間インキュベートし、モノマーからのアミ
ロイド線維形成の有無を調べた。最後に透析
患者の血漿リゾフォスファチジルコリン、及
びリゾフォスファチジン酸濃度を測定し正
常対照群と比較することで、リゾリン脂質の
透析アミロイドーシス発症との関連性を検
討した。試験管内実験に必要なβ2-m 線維を
精製するためのアミロイド沈着組織は、患者
より実験に使用する旨の同意書を得た後、手
術時に採取した。血液透析患者の血漿リゾリ
ン脂質測定に際しては、研究用に使用する旨
の同意書を得た後、血液透析時に採取した。 
②遊離脂肪酸：遊離脂肪酸を種々の濃度で添
加した中性緩衝液に、超音波破砕したβ2-m
アミロイド線維（シード）とβ2-m モノマー
を添加して 37 ℃で線維伸長反応を行い、チ
オフラビン T を用いた分光蛍光定量法、並び
に電顕観察にてアミロイド線維伸長の有無
を確認した。遊離脂肪酸として、飽和脂肪酸
のラウリル酸 (C12)、ミリスチン酸 (C14)、
パルミチン酸 (C16)、ステアリン酸 (C18)、
不飽和脂肪酸であるオレイン酸 (C18:1)、リ
ノール酸 (C18:2)の各ナトリウム塩、及び血
中の組成を模倣するパルミチン酸、ステアリ
ン酸、オレイン酸、リノール酸の混合物を用
いた。 
 
(2) ヒトβ2-m トランスジェニック (Tg) マ
ウスの作成とアミロイド沈着評価： 
①ヒトβ 2-m Tg マウスの作製： CAG 
(cytomegalovirus immediate early gene 
enhancer/chicken β-actin promoter and rabbit 
β-globin poly(A) signal) プロモーターの下流
にヒトβ 2-m cDNA を持つベクターを
C57BL/6 マウス受精卵に投与し、Tg マウスを
作製した。さらにβ2-m ノックアウトマウス
と交配し、ヒトβ2-m のみを発現する交雑マ
ウスを作製した (hB2MTg+/+mβ2m-/-)。 
②アミロイド沈着の観察：Tg マウスのアミロ
イド沈着を調べた。また、試験管内でリコン
ビナントヒトβ2-m から作成したβ2-m アミ
ロイド線維、透析アミロイドーシス患者組織
から抽出したβ2-m アミロイド線維、及びマ
ウス肝臓から抽出した AApoAII アミロイド
線維を Tg マウスに投与し、アミロイド沈着
を調べた。動物を用いた実験に関しては、信
州大学動物実験等実施規定により信州大学
動物実験委員会の審査を経て学長の承認を
得た。また、信州大学遺伝子組換え実験等安
全委員会での審査をへて学長の承認を受け
た。 
 
(3) β2-m アミロイド線維形成を阻害する有
  
機化合物の探索： 
 0.5 mM ドデシル硫酸ナトリウムを含むβ
2-m アミロイド線維の中性伸長反応系に 100
μM の NDGA、あるいはミリセチンを添加し
た。線維伸長の時間変化は、伸長線維を電気
泳動後、β2-m のバンドを定量することによ
り求めた。 
 
４．研究成果 
(1) β2-m アミロイド線維形成を促進する生
体分子群の探索： 
①リゾリン脂質：(a) 疎水基である脂肪酸の
炭素数が 14～18 で、中性 pH で親水基に陰性
荷電を持つ、リゾフォスファチジン酸、及び
リゾフォスファチジルグリセロールが、100
μM 以上の濃度でβ2-m アミロイド線維の伸
長促進効果を示した。(b) これらのリゾリン
脂質のうちMPPAに関してさらにいくつかの
実験を行い、MPPA がβ2-m モノマーに結合
し、その立体構造を部分的に崩すこと、β2-m
アミロイド線維に結合し中性 pH 域における
脱重合を抑制することを明らかにした。(c) 
MPPA による線維伸長反応の初速度が、シー
ド線維濃度、及びβ2-m モノマー濃度に比例
して増加することを示した。(d) MPPA が中性
pH 域におけるβ2-m モノマーからのアミロ
イド線維形成を促進することを確認した。(e) 
血液透析患者の血漿リゾフォスファチジン
酸濃度が、正常対照群と比べて有意に増加し
ていることを明らかにした。 
②遊離脂肪酸：(a) 臨界ミセル濃度以上のラ
ウリル酸、ミリスチン酸、オレイン酸、及び
リノール酸は、それぞれ単独で強い線維伸長
促進効果を示した（図 1）。(b) パルミチン酸、
ステアリン酸単独では伸長促進効果を示さ
なかったが、血中組成・濃度を模倣した脂肪
酸混合物は、混合ミセルを形成することによ
り線維伸長促進効果を示した。(c) β2-m に
0.1〜5 mM のオレイン酸を添加した際の立体
構造変化を CD スペクトルにより測定すると、
βシート構造が減少し、αへリックスおよび
ランダムコイル構造が増加した。このデータ
は、オレイン酸によりβ2-m の天然構造がア
ミロイド原性の立体構造に変化したことを
示している。(d) 遊離脂肪酸は血中では血清
アルブミンに結合して輸送される。上記試験
管内線維伸長反応系に 0.5 g/dl の血清アルブ
ミンを共存させ、遊離脂肪酸を添加した。血
清アルブミンは一分子当たり脂肪酸を最大
７分子結合するが、最大結合容量を超える脂
肪酸を添加した場合にはじめて線維伸長促
進効果を認めた。このデータは、血清アルブ
ミン非結合型の遊離脂肪酸が、生体中で線維
伸長を誘起しうることを示唆している（図 2）。 
 
(2) ヒトβ2-m トランスジェニックマウスの
作成とアミロイド沈着評価： 
①モデルマウスの作製： Tg/KO マウス 
(hB2MTg+/+mβ2m-/-) は、全身臓器でヒトβ
2-m を発現し、血漿β2-m 濃度 (193 mg/L) は、
健常人の約百倍、透析患者の４倍以上であっ
た。 
②アミロイド沈着：アミロイド線維を投与し
なかった Tg マウスでは、24 ヶ月齢の Tg マ
ウスでアミロイド沈着を認めたが、β2-m ア
ミロイド沈着は観察されず、AApoAII アミロ
イドの沈着であった。患者組織から抽出した
β2-m 線維を投与したマウスでは、アミロイ
ド線維を投与しなかったマウスや試験管内
で合成したβ2-m 線維を投与したマウスに比
べアミロイド沈着程度は重篤であったが、や
はりβ2-m アミロイド沈着は観察されず、
AApoAII アミロイド沈着のみが認められた。
特に、椎間板及び膝関節にもアミロイド沈着
を観察したが、AApoAII アミロイドの沈着で
あった。 
 
(3) β2-m アミロイド線維形成を阻害する有
機化合物の探索： 
 100μM の NDGA、あるいはミリセチンは
中性 pH でのβ2-m アミロイド線維伸長を有
意に抑制した。 
 
(4) 得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト、今後の展望： 
 透析アミロイドーシスの病態解明に向け、
生理的条件下でβ2-mアミロイド線維形成を
促進する生体分子群の解明は最重要課題と言
える。本研究は、生理的条件下でβ2-mアミロ
イド線維の試験管内形成を促進する生体脂質
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分子（リゾリン脂質、遊離脂肪酸）を世界で
はじめて同定し、β2-mアミロイド線維形成・
沈着の分子機構解明に大きく貢献することが
出来た。今後の展望として、①本研究では確
立できなかった透析アミロイドーシスモデル
マウスを確立すること、②試験管内実験で探
索した生体分子群の機能をモデルマウスで検
証すること、③培養細胞系およびモデルマウ
スを用いた実験によりアミロイド線維による
細胞・組織傷害機構を明らかにすること、及
び④線維形成を阻害する有機化合物を試験管
レベルでさらに探索すると共にモデルマウス
を用いて検証し、治療薬開発への端緒をつか
むこと、が挙げられる。 
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